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Abstrakt 
Cystická fibróza (CF) je vrozené onemocnění zejména dýchacích cest a 
zaţívacího ústrojí. Přenos je autozomálně recesivní, nemoc spočívá v mutaci genu pro 
protein CFTR, který funguje jako iontový kanál pro přenos chloridových aniontů. 
Důsledkem omezení jeho funkce je výrazné zahuštění plicního sekretu, ve kterém se 
pak snadněji zachytávají a rostou specifické mikroorganismy, zejména Pseudomonas 
aeruginosa. Infekce je nejprve léčena pomocí antibiotik, bakterie se však vůči nim brzy 
stávají rezistentní. Vzniká chronický zánět, jehoţ následkem je jizvení plicní tkáně 
(fibrosa). Zejména kvůli rezistencím vůči antibiotikům jsou hledány nové metody léčby 
pacientů s CF. Takovou metodou by mohla být pasivní imunizace pomocí slepičích 
protilátek IgY, které jsou specifické proti virulenčním faktorům Pseudomonas 
aeruginosa a jsou schopny je neutralizovat. Tyto protilátky je moţné z roztoku pomocí 
nebulizátoru přeměnit na aerosol, který by mohli pacienti vdechovat. Protoţe by, 
vzhledem ke své struktuře, samy mohly potenciálně způsobovat zánětlivé reakce, bylo 
potřeba vyzkoušet inhalaci zdravými jedinci. K tomu bylo vyuţito potkanů Wistar, jako 
experimentálního modelu.  
Nejprve byly protilátky izolovány, pak byl enzymaticky odštěpen fragment Fab 
a byla provedena purifikace. V inhalačním experimentu byl pouţit roztok celé protilátky 
IgY, fragmentu Fab a ovalbuminu. Správnost aplikace byla potvrzena stanovením 
ELISA, které prokázalo produkci protilátek proti podaným antigenům. Po aplikaci byl 
zkoumán také vliv na plicní epitel a obsah cytokinů v krevním séru a bronchoalveolární 
laváţi. Histologické a imunochemické vyhodnocení potvrdilo, ţe protilátka IgY ani její 
fragment Fab nevyvolávají zánětlivý proces.  
 
Klíčová slova 





Cystic fibrosis (CF) is a congenital disease which affects respiratory and 
gastrointestinal system. It is the autosomal recessive disorder and it arises from the 
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) gene mutation. The CFTR 
is an ion channel for chloride ions transmission. If its function is limited, the pulmonary 
mucus becomes dense and microorganisms are able to infect the lungs and grow 
effectively. Most common and dangerous bacteria in CF patients lungs is Pseudomonas 
aeruginosa. Antibiotics are used as the first therapy, but the bacteria becomes resistant 
against them. The chronic inflammation arises and it proceeds to the pulmonary tissue 
destruction (fibrosis). New methods of CF patients therapy are searched especially 
because of antibiotics resistance. The promising approach could be the passive 
immunization with chicken antibodies specific against Pseudomonas aeruginosa 
virulence factors. The IgY solution is suitable to be converted to aerosol by nebuliser 
and the patient could inhale that. As the IgY immunoglobuline can be an inflammatory 
substance when inhaled, it should be tested what causes in healthy lungs. The Wistar rat 
was used as a suitable experimental model.  
At first the chicken antibodies were isolated, then the Fab fragment was prepared 
by digestion. The purrified antibodies, the Fab fragments and the ovalbumine were 
applied by inhalation. Immunochemical assay, ELISA, showed the development of 
inhaled substances, that is a proof of the correct way of animal exposure to tested 
compounds.Lung tissue, the serum and the bronchoalveolar lavage were analyzed 
immunochemically and histologicaly after the inhalation experiment for signs of the 
inflammatory. These tests confirmed that the IgY antibodies or its Fab fragments does 
not raise the inflammatory process. 
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Seznam použitých zkratek 
A280   absorbance při 280 nm  
A405   absorbance při 405 nm 
ABC   transportní protein („adenosine triphosphate binding cassette“) 
AP   alkalická fosfatasa („alcalic phosphatase“) 
APS   peroxodisíran amonný („ammonium persulphate“)  
BAL   bronchoalveolární laváţ 
BIS   N,N‘-methylen-bis(akrylamid) 
BSA   hovězí sérový albumin („bovine serum albumin“) 
C – proteiny  proteiny komplementu („complement“)  
cAMP   cyklický adenosinmonofosfát 
CF   cystická fibrosa 
CFTR   chloridový kanál (Cystic fibrosis transmembrane conductance  
   regulator) 
CRP   C-reaktivní protein 
DEAE   diethylaminoethyl 
EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová („ethylenediaminetetraacetic  
   acid“)  
ELISA   imunochemická analýza („Enzyme Linked Immunosorbent  
   Assay“) 
Fab   fragment vázající antigen („antigen-binding fragment“)  
Fc   krystalizující fragment („crystallizable fragment“) 
H   těţký řetězec imunoglobulinu („heavy“) 
IFN   interferon 
Ig   imunoglobulin 
IL   interleukin 
IRT   imunoreaktivní trypsin  
L   lehký řetězec imunoglobulinu („light“) 
MCP   makrofágový chemotaktický protein („macrophage chemotactic  
   protein“) 
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MHC I, II  hlavní histokompatibilní komplex („major histocompatibility 
   complex“)  
MIP   makrofágový zánětlivý protein („macrophage inflammatory  
   protein“) 
MSD   doména CFTR („membrane spanning domain“) 
NK   přirozeně cytotoxické buňky („natural killers“) 
OVA   ovalbumin 
PA   Pseudomonas aeruginosa 
PA-IL, PA-IIL lektiny Pseudomonas aeruginosa 
PBS   fosfátový pufr („phosphate buffered saline“) 
PVDF   polyvinylidendifluorid 
R   doména CFTR („regulatory“) 
RANTES  aktivací regulovaný protein, který exprimují a sekretují 
T-lymfocyty („regulated upon activation normal T-cell expressed, 
and presumably secreted“) 
RPM   otáčky za minutu („rotations per minute“) 
SDS   dodecylsulfát sodný („sodium dodecyl sulphate“) 
TCR   receptor T-lymfocytu („T-cell receptor“) 
TGF   transformující růstový faktor („transforming growth factor“) 
TEMED  N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin 
TM   transmembránová doména CFTR („transmembrane“) 
TNF   faktor nádorové nekrózy („tumour necrosis factor“) 
TRIS   tris(hydroxymethyl)aminomethan  
VH   variabilní doména těţkého řetězce imunoglobulinu 





Cystická fibrosa (CF) je závaţné dědičné onemocnění, které postihuje zejména 
dýchací a zaţívací ústrojí pacienta. Přibliţně před šedesáti lety umírala většina pacientů 
jiţ v kojeneckém věku, dnes se převáţná část nemocných nedoţívá více neţ čtyřiceti 
let
1
. Ohroţení spočívá hlavně v recidivujících a chronických infekcích plic, které jsou 
doposud léčeny antibioticky.  
Slepičí protilátky IgY by mohly být vhodnou alternativou pro zvýšení imunity 
pacientů s CF proti zánětům plic. Jejich účinek jiţ byl prokázán po perorálním podání
2
. 
Výzkum, prezentovaný v této práci, se zabývá moţností pasivní imunizace 
pouţitím IgY ve formě aerosolu. Prostřednictvím inhalace by totiţ bylo moţné dopravit 
protilátku přímo do kontaktu s plicní tkání a tím zvýšit efektivitu podání a účinku. 
Hlavním cílem práce bylo dokázat, ţe inhalace této protilátky nezpůsobí zánětlivou 
reakci u zdravého jedince. 
 
1.1 Cíle práce 
 Izolace IgY z vaječného ţloutku, štěpení a separace fragmentu Fab 
 Sestavení vhodné aplikační aparatury pro podání vzorků ve formě aerosolu 
potkanům 
 Vystavení potkanů inhalační expozici IgY, fragmentu Fab a ovalbuminu 
 Vyhodnocení efektu inhalovaných látek z pohledu vzniku zánětlivých reakcí a 




2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Respirační systém 
Plíce slouţí k výměně plynů (především kyslíku a oxidu uhličitého) mezi 
atmosférickým vzduchem a krví při dýchání. Lidské plíce se dělí na tři laloky na pravé a 
dva laloky na levé straně, jejichţ povrch je pokrytý lesklou blánou (pleura). Na 
vnitřních plochách je vstup průdušek a krevních cév. Průdušky postupně přecházejí 
v průdušinky a nakonec do plicních sklípků – alveol, tvořených bohatě prokrveným 
tenkostěnným epitelem. Ten je pokryt vrstvou hlenu, na které se zachytávají vdechnuté 
částice či mikroorganismy – při velikosti nad cca 5 μm jsou sunuty prostřednictvím 
hlenu a pohybem epiteliálních řasinek ven z plic aţ do moţnosti odstranění z dýchacích 
cest (vykašlání). Částice menší neţ 2 μm podléhají fagocytóze alveolárními makrofágy 
v plicních sklípcích. Zároveň byly prokázány i baktericidní vlastnosti plicního sekretu, 
avšak pouze u zdravých jedinců, nikoli u pacientů s CF
3
. 
Jak uţ však bylo zmíněno výše, pacienti s CF mají plicní hlen velmi zahuštěný a 
tím je eliminace cizorodých částic výrazně omezena, hustá vrstva hlenu je zároveň 
ideální prostředí pro záchyt a růst různorodých bakterií.  
 
2.2 Cystická fibrosa 
2.2.1 Charakteristika a příznaky onemocnění 
Cystická fibrosa (CF) je autozomálně recesivní onemocnění exokrinních ţláz, 
známé přibliţně od roku 1938. Jsou-li oba rodiče zdravými nositeli mutace v genu 
CFTR (obligátní heterozygoti), s 25% pravděpodobností se jim narodí dítě s CF, stejnou 
šanci mají i na narození dítěte bez této mutace – tedy pravděpodobnost narození 







Obr. 1: Autosomálně recesivní dědičnost.  
 
V České republice se vyskytuje CF u jednoho dítěte na přibliţně 2800 
narozených. Často je CF označována jako „nemoc slaných dětí,“ protoţe prvním 
příznakem bývá výrazně slaný pot novorozenců
1
. Toto je způsobeno mutací v genu 
CFTR, coţ je protein ze skupiny „ABC transportérů“ (ATP-binding cassette), 
odpovědný za přenos chloridových iontů skrze buněčnou membránu (tzv. iontový 
kanál) a aktivovaný cyklickým adenosinmonofosfátem (cAMP).  
Následkem narušení činnosti tohoto kanálu tedy začne procházet více 
chloridových a sodíkových iontů, a tím dojde ke zhuštění mukoidních sekretů na sliznici 
zejména dýchacích cest a pankreatu. To se odrazí na činnosti postiţených orgánů tak, ţe 
dýchací cesty jsou náchylnější na bakteriální infekci a trávicí proces je výrazně omezen, 
protoţe je potlačena produkce trávicích enzymů pankreatem
5
. Nejčastějšími popsanými 
projevy nemoci je zhoršená funkce plic, dušnost, pocit tlaku na hrudi, nechutenství, 
objemná stolice, ztráta hmotnosti.  
 
2.2.2 Diagnostika CF 
CF se testuje v rámci novorozeneckého „screeningu“ pomocí tzv. suché krevní 
kapky na filtračním papíru. Pro diagnostiku CF se vyšetřuje imunoreaktivní trypsin 
(IRT) produkovaný pankreatem. Pokud u novorozence vznikne jakékoli podezření na 
onemocnění (zvýšená koncentrace IRT při „screeningu,“ CF v rodině, klinické 
příznaky), provede se tzv. potní test – stimulace pocení pilokarpinovou iontoforesou, 
sběr potu a kvantitativní stanovení koncentrace chloridů
6
. U dětí s hodnotami nad 60 
mmol/l je diagnóza v podstatě potvrzena. S věkem tato koncentrace roste. Normální 
hodnoty se pohybují mezi 10 – 20 mmol/l, pokud se z naměřených koncentrací nedá 
diagnóza potvrdit, přistupuje se ke genetickému testování.  
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Mutace v CFTR genu lze zjistit i prenatálně jiţ od třináctého týdne těhotenství
1,7
. 
Tento gen se nachází na dlouhém raménku chromosomu 7 a nejčastější mutací je 
F508del, tedy ztráta fenylalaninu na pozici 508. Protein CFTR je sloţen z pěti domén – 
dvou, které váţou nukleotidy a nukleotidfosfáty (MSD – membrane spanning domain), 
dvou transmembránových (TM – transmembrane) a jedné regulační (R – regulatory). 
Nachází se na membráně např. epiteliálních buněk a přenos chloridových iontů skrze 
něj je aktivován pomocí cAMP, regulační doména pak plní úlohu „ventilu,“ který 
dokáţe tok iontů kanálem zastavit (viz Obr. 2). 
 




2.2.3 Bakteriální infekce pacientů s CF 
V plicích pacientů s CF vzniká viskosní hlen, který je ideálním prostředím pro 
růst určitých bakterií (Pseudomonas aeruginosa (PA), Haemophilus influenzae, 
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia). Tyto infekce ohroţují plicní funkci, coţ 
můţe vyústit aţ v srdeční selhání
8
. Pacienti tedy nejčastěji umírají na rozsáhlé plicní 
infekce poškozující plicní tkáň či selhání srdce
4
.  
Mikrobiologická vyšetření jsou nutností v častých intervalech, nejlépe jednou 
měsíčně (či při jakýchkoli příznacích). Vzorky pro kultivaci se získávají pomocí 
bronchoskopie či z odkašlaného sputa.  
Nejčastějším původcem plicní infekce pacientů s CF je mukoidní forma 
Pseudomonas aeruginosa tvořící na povrchu zasaţené tkáně alginátový biofilm, jeţ 
zvyšuje její odolnost vůči terapii a znemoţňuje opsonizaci a následnou fagocytózu
9
. 
Řadí se mezi aerobní gramnegativní bakterie, díky bičíku je pohyblivá. PA produkuje 
14 
 
elastasu a alkalickou proteasu, s jejichţ pomocí naruší povrch plicního epitelu. Na 
narušenou tkáň se pak váţe pomocí lektinu. Optimální rozmezí teplot pro její růst je 30 
– 37°C, neomezuje ho překvapivě ani zvýšená koncentrace soli
10
. Podle studie mapující 
období 1984-2005 byly zjištěny akutní infekce v plicích 11 % šestiměsíčních, 48 % 
sedmiletých a 85 % osmnáctiletých pacientů s CF
11
. Kromě dýchacích cest je PA 
schopna infikovat gastrointestinální trakt, poranění kůţe (zejména popáleniny), ale i 
kosti a centrální nervovou soustavu.  
Pseudomonas aeruginosa je běţná tyčinkovitá bakterie, kterou lze nalézt 
zejména v přírodních vodách, ale i v domácnosti či zdravotnických zařízeních. 
U zdravého člověka je pravděpodobnost infekce poměrně malá. Pokud se vyskytne, 
nejedná se o infekci chronickou ani poškození plicní tkáně
12
. Pro nemocné s CF však 
z její „všudypřítomnosti“ plyne výrazné omezení v běţném ţivotě, nutnost časté 
sterilizace terapeutických pomůcek, vyhýbání se rizikovým místům – prašná prostředí, 
koupaliště, blízkost odpadů či nádob s odpadky atd. Pokud u nich dojde ke kolonizaci 
PA, je nutné zahájit antibiotickou léčbu i bez přítomnosti viditelných příznaků infekce. 
PA produkuje exotoxin A a výše jiţ zmíněné proteasy a elastasu, jeţ jsou schopny 
štěpint imunoglobuliny a proteiny komplementu. Je vybavena lektiny PA-IL a PA-IIL. 
Epiteliální buňky plicní tkáně pacientů s CF se vyznačují vyšším mnoţstvím 
asialylovaných glykolipidů – receptorů pro vazbu lektinů bakterií
13
. Zpravidla nejprve 
dojde ke kolonizaci nemukoidní formou PA, ta začne produkovat alginát a jiţ zmíněné 
enzymy, jeţ štěpí protilátky a proteiny komplementu. Vytvořený biofilm je vysoce 
odolný vůči podaným preparátům, znesnadňuje totiţ difuzi k bakteriální buňce. Alginát 




Akutní fáze infekce je provázena produkcí typických proteinů v játrech, zejména 
C-reaktivního proteinu (z jehoţ zvýšené koncentrace v krvi je zánět diagnostikován), 
který aktivuje komplement, dochází k nárůstu počtu leukocytů a zvýšení tělesné teploty.  
Pokud je organismus infekčním činitelům vystavován dlouhodobě a opakovaně, 
imunitní systém uţ nedokáţe agens identifikovat, tím je pak znemoţněno zánět vyléčit a 







2.2.4 Používaná terapie 
Kvůli omezené činnosti pankreatu je u pacientů nutný příjem syntetických 
enzymů před kaţdým jídlem. Protoţe jsou sliznice neustále zanášeny viskosním 
hlenem, je potřeba je čistit všemi dostupnými metodami. Čištění dýchacích cest se 
provádí pravidelnou inhalací (několikrát denně 10 – 15 minut) látek rozpouštějících 
hlen pomocí aparátu sloţeného z kompresoru a nebulizéru. Inhalují se mukolytika a 
hypertonické solné roztoky. Pacienti, kteří jiţ prodělali četné záněty a plicní tkáň je 
natolik narušena, ţe dýchají s obtíţemi, pouţívají oxygenátor, který jim přivádí kyslík 
hadičkou do nosu. Při infekci se pouţívá antibiotická léčba. Antibiotika mohou být 
podána orálně (roztoky, tablety, kapsle), intravenosně a taktéţ inhalačně ve formě 
aerosolu
15
. Nevýhodou pouţití antibiotik jsou však vznikající rezistence, nelze je tedy 
aplikovat opakovaně. Pokud dojde následkem četných infekcí k přílišnému poškození 
plic, konečnou moţností je transplantace, té musí předcházet imunosuprese pro 




2.3 Imunita organismu 
2.3.1 Imunitní systém 
Imunitní systém má stejně jako nervový systém schopnost zaznamenat podnět, 
reagovat na něj a zapamatovat si ho. Je jedním ze základních homeostatických 
mechanismů organismu. Díky tomu, ţe je schopen rozeznávat škodliviny (včetně 
endogenních), zajišťuje obranyschopnost organismu, udrţuje toleranci vůči vlastním 
tkáním a dokáţe eliminovat staré, poškozené či mutované buňky.  
Imunitní mechanismy jsou dvojího typu. Vrozené jsou tzv. neadaptivní, 
nespecifické, které dokáţí rychle zareagovat na přítomnost škodliviny a zařídit 
eliminaci. Při opakovaném setkání se stejným antigenem reagují totoţně. Po setkání 
s cizorodým antigenem dojde k aktivaci efektorových mechanismů buněk (zejména 
fagocytů) a komplementu a tím i k rychlé eliminaci škodliviny. Některé fagocyty dokáţí 
i spustit následnou specifickou imunitní odpověď prostřednictvím komunikace s T-






Druhým typem jsou specifické sloţky imunity (adaptivní). Jsou schopny si 
konkrétní antigen „zapamatovat“ a zprostředkovávají tvorbu specifických protilátek. 
Díky této imunologické paměti pak lze na daný antigen reagovat okamţitě 
Podle sloţek rozeznáváme buněčnou a humorální imunitu. Buněčné sloţky 
vrozené imunity tvoří fagocytující a přirozeně cytotoxické buňky (NK – natural killers) 
– chrání organismus před viry, plísněmi, parazity. Proces buněčné imunity začíná 
prostřednictvím makrofágů. Humorální (protilátky produkované B-lymfocyty v kostní 





Obecně nazýváme látky, se kterými se imunitní systém potýká, antigeny. Podle 
původu se dají dělit na exoantigeny (látky z vnějšího prostředí) a autoantigeny 
(produkované organismem). Jsou to zpravidla makromolekuly (proteiny, polysacharidy, 
lipoproteiny) obsahující epitop – malou oblast, kterou je schopen rozeznat receptor 
imunitního systému. Antigeny s protilátkou dohromady tvoří imunokomplexy (dojde 
k aktivaci komplementu), velikost a sloţení závisí na typu imunoglobulinu (např. 





Komplement patří mezi humorální sloţky nespecifické imunity. Je tvořen 
skupinou glykoproteinů, které se postupně aktivují komplementovou kaskádou. 
Nejdůleţitější jsou sérové proteiny značené C1 – C9. Kaktivaci komplementu dochází 
třemi různými cestami. Klasická cesta začíná vznikem imunokomplexu (protilátka + 
antigen). Druhou moţností je cesta alternativní, která začíná kontaktem proteinu C3 
s endotoxinem, jeţ vyvolá štěpení C3 a postupně dojde ke vzniku stěţejního produktu 
kaskády, tedy C5-konvertasy, která začíná lytickou fázi komplementové kaskády. Třetí 
cesta se nazývá lektinová a proces je obdobný jako při klasické cestě, aktivátorem však 
není protilátka, ale lektin schopný vázat manosumikrobiálního povrchu.  
Kaskáda končí lytickou fází, v níţ má nejdůleţitější roli jiţ zmíněná C5-







Mezi základní molekuly imunitního systému patří antigenně specifické receptory 
na T a B-lymfocytech (TCR – „cell receptor“), MHC glykoproteiny („major 
histocompatibility complex“) třídy I a II, receptory pro Fc části imunoglobulinů, 
cytokiny a proteiny komplementu (C). Tyto molekuly jsou buď součástí membrány 
imunitních buněk, nebo je tyto buňky vylučují. Úlohou MHC glykoproteinů je vazba 
peptidových fragmentů. MHC glykoproteiny I. třídy váţe fragmenty o délce 8 – 10 
aminokyselin produkované buňkou (endogenní), MHC II. třídy váţe proteiny 
pohlcované buňkou v délce 15 – 35 aminokyselin a prezentuje je T-lymfocytům.  
Antigen při setkání s B-lymfocytem tvoří komplex s protilátkou na jejím 
povrchu prostřednictvím antigenního epitopu. B-lymfocyt vzniklý komplex pohltí, 
antigen rozloţí a jeho část vrátí zpět na svůj povrch. Tam tento fragment utvoří komplex 
s MHC-proteinem II. třídy a na něj se naváţe pomocná T-buňka. Dojde k uvolnění 
interleukinů, které B-lymfocyty stimulují k mnoţení a diferenciaci na efektorové 
buňky
18
. K diferenciaci dochází, dokud je antigen přítomen – tvorba specifických 
protilátek – princip aktivní imunizace, jiţ 2400 let známý fakt, ţe se člověk nenakazí 
toutéţ infekční chorobou dvakrát.  
Antigenní můţe být kaţdá makromolekula, imunitní systém tedy musí rozlišit, 
zda jde o vlastní, či cizorodé antigeny. Výsledkem narušení této rozlišovací schopnosti 




Cytokiny jsou jakési regulátory imunitního systému. Působí prostřednictvím 
specifických receptorů na buňky imunitního systému. Mohou být součástí membrán i 
putovat systémem. Působí na jeden či více druhů buněk, některé kaskádovitě, navzájem 
se nahrazují, mohou ovlivňovat jak buňku, která je vyprodukovala, tak i jiné
19
. Část 
byla pro jednodušší systém pojmenována jako interleukiny (IL), faktoru nádorové 
nekrózy byla ponechána zkratka TNF („tumour necrosis factor“), transformujícím 
růstovým faktorům TGF („transforming growth factor“), na protivirové obraně se pak 
podílí interferony (IFN) – viz Tab. 1 (str. 18).  
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Tab. 1: Příklady důležitých cytokinů a jejich funkce. 
Cytokin Vlastnosti, funkce 
IL-1 (α,β) indukce TNF, IL-8, stimulace T-lymfocytů 
IL-4 stimulace B-lymfocytů a vzniku IgG, IgE 
IL-6 stimulace T,B-lymfocytů, stimulace sekrece imunoglobulinů, indukce 
syntézy proteinů akutní fáze v játrech, indukce zvýšení teploty (pyrogen)  
IL-8 chemotaxe, aktivace granulocytů, rozeznává LPS bakteriální stěny 
IL-10 indukce diferenciace na plazmocyty, protizánětlivá funkce, inhibice 
nadměrné produkce TNF-α
20 
IL-12 stimulace NK (natural killers), IgA, stimulace produkce TNF-α
21
 
IFN-α protivirová obrana (inhibice replikace), aktivace NK 
IFN-γ aktivace makrofágů, vznik IgG 
TNF-α sekretován makrofágy; indukce lokálního zánětu, zvyšuje koncentraci 
v krvi po identifikaci LPS 
TGF-α hojení ran, stimulace zánětu 
MIP-1α chemotaxe, aktivace monocytů, granulocytů, vznik fibrosy
22 
RANTES chemotaxe, aktivace monocytů 
Legenda: IL – interleukin, TNF – faktor nádorové nekrosy („tumour necrosis factor“), 
LPS – lipopolysacharid, TGF – transformující růstový faktor („transforming growth 
factor“), MIP – makrofágový zánětlivý protein („macrophage inflammatory protein“). 
 
2.3.6 Fagocyty 
K nespecifické imunitě patří fagocytující buňky (granulocyty a monocyty) 
zodpovědné za eliminaci antigenu. Pohybují se pomocí sekrece hydrolytických enzymů 
štěpících mezibuněčnou hmotu, navíc na povrchu obsahují adhezivní molekuly. 
Granulocyty nekomunikují s T-lymfocyty, účastní se hlavně rychlé obrany proti 
mikroorganismům. Tkáňovou formou monocytů jsou makrofágy. Fungují aţ po aktivaci 
signálem od T-lymfocytů, komunikace probíhá prostřednictvím cytokinů – u 
zánětlivých reakcí registrujeme zejména IL-8, MIP-1α, MCP-1 a RANTES. Některé 
makrofágy jsou schopny odstraňovat odumřelé granulocyty (tvorba hnisu). Úlohou 






Další sloţkou povrchu fagocytů jsou lektiny – proteiny schopné vázat sacharidy 
zodpovědné i za vazbu bakteriálních lipopolysacharidů (LPS). Samy fagocyty také 
produkují cytokiny – IL-1 α a β, TNF, IL-6, IL-12, jeţ se podílí na regulaci zánětlivého 
procesu. 
 
2.3.7 Zánětlivý proces 
Organismus na narušení integrity (ať uţ poraněním, či vniknutím cizorodého 
mikroorganismu) můţe reagovat zánětem. Odpověď můţe být místní (zčervenání – 
rubor, zvýšení teploty – calor, bolest – dolor, otok – tumor) i celková, zánět pak akutní 
či chronický. Po akutním zánětu je tkáň regenerována zpravidla bez následků, chronický 
zánět můţe způsobit nevratné jizvení.  
Zánětlivý proces začíná akumulací fagocytů v daném místě a sekrecí cytokinů. 
Mikroorganismy v místě zánětu uvolňují antigeny, dojde k identifikaci specifickými 
sloţkami imunity, tím se spustí aktivace a diferenciace T a B-lymfocytů
19
.  
Podle doby trvání a rozsahu zánětu pak vzniká systémová odpověď. Pokud jde o 
masivní průnik mikroorganismů, můţe dojít aţ k septickému či anafylaktickému šoku, 
jeţ mohou být pro organismus fatální, uvolní se totiţ nadměrné mnoţství cytokinů, 
komplementových sloţek a dalších mediátorů, jeţ přílišnou vazodilatací mohou 
způsobit těţkou hypotenzi a ta můţe vést aţ k selhání oběhu.  
Obvyklým projevem je horečka způsobená zejména působením TNF, IFN-γ a IL-1 
na termoregulační centrum v hypotalamu. Další cytokiny z místa zánětu putují do jater, 
stimulují tvorbu proteinů akutní fáze, zejména C-reaktivního proteinu (CRP) a proteinů 
C3 a C4 komplementu. Ty se podílejí na opsonizaci, aktivaci komplementu a 




2.3.8 Savčí a ptačí imunoglobuliny 
Většina protilátek (imunoglobulinů) jsou glykoproteiny sloţené ze čtyř 
podjednotek: dvou lehkých (L - light) o velikosti cca 23 kDa a dvou těţkých (H - 
heavy) řetězců (53 – 75 kDa) navzájem kovalentně spojených disulfidovými 
(cystinovými) můstky do symetrického dimeru tvaru písmene Y. Řetězce jsou tvořeny 
variabilními (V – variable, VH, VL) a konstantními (C – constant) doménami. Variabilní 
20 
 
domény společně tvoří vazebná místa pro antigen. Imunoglobuliny jsou součástí 
humorální sloţky nespecifické imunity. Lidské imunoglobuliny se dělí podle 
fyziologických úloh do tříd A, D, E, G a M.  
Imunitní odpověď na antigen začíná IgM, váţe protein C1 a aktivuje 
komplement. Přibliţně po dvou dnech začíná tvorba IgG, který je nejhojnější a je 
schopen poskytovat imunitu i plodu
24
. Dokáţe vázat protein C1, na rozdíl od IgM 
umoţňuje i vazbu na Fc-receptor fagocytu. IgA je moţno nalézt na sliznicích, v séru a 
hojně pak bronchoalveolární laváţi (BAL), tvoří dimery a trimery spojené proteinem. 
IgA neaktivuje komplement, zprostředkovává opsonizaci
25
. 
Savčí protilátky IgG jsou strukturou velmi podobné slepičím protilátkám IgY. 
Obsahují dva těţké a dva lehké řetězce. Rozdíl je v těţkých řetězcích, které jsou u IgG 











Slepičí IgY dále na rozdíl od IgG neobsahuje pantovou oblast, místo ní má navíc 
jednu doménu, coţ způsobuje niţší flexibilitu. Molekulová hmotnost IgY je cca 180 
kDa. Imunoglobuliny lze proteolýzou papainem štěpit na fragmenty Fab („antigen-
binding,“ jeho součástí je variabilní doména) a Fc („crystallizing“, konstantní doména). 




Jiţ v roce 1893 bylo potvrzeno, ţe slepičí protilátky IgY jsou obsaţeny nejen 
v krvi těchto ptáků, ale ve vyšší (aţ dvojnásobné) koncentraci i ve vaječném ţloutku, 
z něj pak přecházejí do krve kuřete. Nicméně tomuto faktu začala být věnována 
pozornost aţ téměř o sto let později. Výhodou vyuţití ţloutku oproti krvi je zejména to, 
ţe sběr vajec je proti odběrům krve neinvazivní, jednodušší a hlavně výtěţnost, při 
produkci dvaceti vajec měsíčně a 100 mg získané protilátky z kaţdého ţloutku, se můţe 
pohybovat kolem 2 g od jedné slepice za jeden měsíc
28
. Slepičí protilátky by tedy díky 
své dostupnosti a relativní nenáročnosti izolace mohly být velmi výhodnou alternativou 
pro pouţití při pasivní imunizaci. 
Byly prokázány neutralizační účinky protilátek IgY na některé toxiny a 
mikroorganismy
29
. Zásadní výhodou jejich pouţití je to, ţe neaktivují kaskádu 
komplementu, nereagují s Fc-receptory savců. Při orálním podání pacientům s CF bylo 




2.3.9 Aktivní a pasivní imunizace pacientů 
Aktivní imunizace je jednou z moţností, jak předejít infekci. Cílem je zabránit či 
zmírnit průběh infekce stejným či příbuzným mikroorganismem. Preventivní vakcinace 
spočívá v navození dlouhodobé antigenně specifické imunitní paměti, která pak při 
kontaktu s příslušným patogenem zajistí včasnou eliminaci či zmírnění průběhu infekce. 
Pouţít lze oslabený (atenuovaný), nebo usmrcený (inaktivovaný) mikroorganismus, 
nebo pouze fragmenty antigenů. Výhoda „ţivé“ vakcíny je komplexnost stimulace 
imunitní odpovědi, protoţe je podobná situaci při skutečné infekci, toto však zároveň 
přináší omezení v moţnosti pouţití – nelze takto imunizovat jakkoli oslabené pacienty. 
Atenuované vakcíny se pouţívají např. při očkování proti tuberkulóze, spalničkám, 
příušnicím, chřipce, aj. Inaktivovaná forma představuje bezpečnější přístup avšak 
s nevýhodou moţné sníţené biologické aktivity preparátu
30
. Takto se častěji očkují 
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kmeny chřipky, či viry způsobující klíšťovou encefalitidu nebo vzteklinu. Obecně platí, 
ţe vakcinace musí proběhnout v dostatečném předstihu a není zaručeno, ţe imunitní 
odpověď očkovaného bude dostatečná. Existují vakcíny pro aktivní imunizaci pacientů 
s CF, které mají předcházet adhezi PA
31
. Jsou sice schopny vyvolat produkci protilátek, 
ty se však nedostanou v dostatečném mnoţství do místa zánětu.  
Pasivní imunizace čili sérová terapie byla hojně vyuţívána jiţ před objevem 
antibiotik. Pacientům bylo aplikováno sterilně odebrané nemodifikované hyperimunní 
zvířecí sérum, jeţ mělo obranný efekt zejména v iniciálních stádiích infekce zejména 
díky základní účinné sloţce – imunoglobulinům. Ty přispívají k opsonizaci bakterií 
(přímo je nezabíjí, ale pomáhají k jejich vazbě na fagocyty) a neutralizaci bakteriálních 
toxinů a virů při vazbě na buněčný receptor. V České republice jsou např. koňská séra 




Slepičí protilátky pro pouţití při pasivní imunizaci jsou vhodné zejména proto, 
ţe neaktivují komplement. Tohoto faktu bylo jiţ vyuţito při xenotransplantacích, kde 
IgY vytvořili jakousi mezivrstvu mezi lidskými a prasečími protilátkami. Tím bylo 
zabráněno imunitní reakci proti přijatému orgánu
32
.  
Imunizace pacientů s CF by měla proběhnout formou profylaxe, tedy podáním 
protilátky IgY před stykem s Pseudomonas aeruginosa, aby protilátky mohly ovlivnit 
adherenci PA. Úskalí pasivní imunizace spočívá ve specifičnosti podané protilátky při 
reakci s konkrétním typem bakterie, při reakcích s jinými typy pak můţe být 
problematická variabilita reakcí
33
. Dále nesmí být opomenuto nebezpečí anafylaxe při 




3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použitý materiál, pomůcky 
3.1.1 Použité chemikálie 
Fluka, Německo 
 barvicí lázeň – Coomassie Brilliant Blue, 2-merkaptoethanol, Tween 20 
Lachema, ČR 
 bromfenolová modř, ethanol, hydrogenuhličitan sodný, chlorid sodný, 
jodacetamid, kyselina chlorovodíková, kyselina octová, methanol, ovalbumin, 
papain 
ICL Lab 
 protilátka Anti-Fab: Affinity Purified Goat anti-Chicken IgY Fab  
Nutricia Mléčná výživa a.s., ČR  
 odtučněné sušené mléko 
Penta, ČR 
 azid sodný, hydrogenfosforečnan sodný, hydroxid sodný 
Peroxides s.r.o., ČR 
 peroxid vodíku 
Pharmacia, Švédsko 
 konkanavalin A (ConA), nosič DEAE-Sephacell 
Santa Cruz Biotechnology 
 protilátka Chicken anti-goat IgG-AP (s konjugovanou alkalickou fosfatasou) 
Serva, Německo 
 akrylamid, dodecylsulfát sodný (SDS), křenová peroxidasa (HRP), TEMED – 
N‘,N‘,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin, Triton X-100 
Sigma, USA 
 diaminobenzidin (DAB), dithiothreitol (DTT), hovězí sérový albumin (BSA), 
protilátka Anti-Rat IgG-Peroxidase (s konjugovanou peroxidasou), TRIS 
ThermoScientific 




 neutrální formalín (pH 7,2), protilátka Rachi: anti-IgY rabbit anti-Chicken-Px, 
vejce, voda destilovaná a neionizovaná 
3.1.2 Použité přístroje 
analytické váhy       PESA 
aparatura na elektroforesu      Hoefer 
aparatura pro horizontální přenos     Biometra, Německo 
aparatura pro inhalaci Pari Boy 037G 6000    Pari, Německo 
BioPlex
TM
 200 – detekce cytokinů      BioRa, USA 
centrifuga 5415R       Eppendorf, USA 
centrifuga K23       Janetzky, Německo 
centrifuga K70-D       Janetzky, Německo 
centrifuga Micro Centaur      Sanyo, UK 
čtecí zařízení ELISA Sunrise Remote    Tekan, Rakousko 
laminární box Bio 126      Labox 
magnetická míchačka KMO2 Basic     IKA, USA 
pH metr 370        ATI Orion, UK 
předváţky EW 600       Kern, Německo 
spektrofotometr Spektromom 195D     Mom Budapest 
spektrofotometr Sunrise      Tecan 
třepačka        ČSAV, ČR 
třepačka Yellow line 0S2 basic     IKA, USA 
3.1.3 Pokusná zvířata 
potkani – kmen Wistar, samci     Velaz, ČR 
3.1.4 Použitý software 
Spektrofotometr Sunrise – XRead Plus 
BioPlex – Bio-Plex Manager 6.0  
3.1.5 Ostatní pomůcky 
destičky CellBind®       Corning, USA 
dialyzační tuby, svorky      Novagen 
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filtrační papír        Whatman, USA 
injekční stříkačky       Chirana 
mikrofiltry        Corning, USA 
PVDF membrána - Immobilon
TM
 Transfer Membranes  Millipore, USA 
souprava pro detekci cytokinů - Bio-Plex Pro
TM
 Assays   BioRad, USA 
ultrafiltrační aparatura s membránou (30 kDa) – Amicon Ultra Millipore, USA 
 
3.2 Použité metody 
3.2.1 Izolace protilátek 
Slepičí protilátky z komerčních vajec (velikost M, Spar s.r.o.) byly izolovány 
úpravou pH, mraţením, filtrací, vysolením a centrifugací
34
. Předpokládaný výtěţek byl 
přibliţně 100 mg z kaţdého ţloutku. Čistota izolovaného IgY byla ověřena 
elektroforesou. 
Použité chemikálie: 
 kyselina chlorovodíková 0,5 M 
 chlorid sodný 
 pufr PBS (Na2HPO4 (4 mM), NaCl (40 mM), azid 0,02 % (w/v), pH 7,2) 
 vaječné ţloutky 
 destilovaná voda 
Postup: 
Ţloutky, očištěné vodou od bílku, byly naředěny vodou v poměru 1:7, promíchány 
na magnetické míchačce a pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 5,05 pomocí 0,5M 
kyseliny chlorovodíkové. Takto připravený roztok byl zmraţen ve velké skleněné 
nálevce utěsněné gumovou zátkou. Po rozmrazení byl přefiltrován přes papírový filtr a 
smotek vaty. Vysolení proteinu bylo provedeno pomocí chloridu sodného v koncentraci 
8,76% (w/v), v chladu a za stálého míchání. Ve stejné nádobě byl roztok ponechán ještě 
další 2 hodiny v laboratorní teplotě bez míchání. Dvacetiminutovou centrifugací při 
5500 otáček za minutu (RPM) byl získán sediment, který byl rozmíchán v pufru PBS 
(Phosphate Buffered Saline; pH 7,2). K uchování proteinu byl do pufru přidán azid 
sodný v koncentraci 0,02% (w/v). 
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3.2.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace 
Stanovení protilátky v izolovaném vzorku i při další manipulaci bylo provedeno 
spektrofotometricky při vlnové délce 280 nm (A280).  
Použité chemikálie:  
 pufr PBS (viz. 3.2.1) 
Postup: 
 Vzorek byl pipetován do křemenné kyvety a byla měřena absorbence ve 
spektrofotometru (Spektromom) při vlnové délce 280 nm (A280). Jako blank byl pouţit 
pufr PBS. Výpočet koncentrace byl proveden pomocí vzorce:  
c = A280 · n · f · k 
Kde:   c … koncentrace proteinu (mg/ml) 
  n … násobek ředění 
  f … faktor pro přepočet koncentrace protilátky (pro IgY f = 1,094) 
  k … faktor pro přepočet optické dráhy závislý na pouţité kyvetě  
  (pro 2 mm kyvetu k = 5, pro 10 mm k = 1) 
 
3.2.3 Elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v prostředí SDS 
Elektroforesa je elektromigrační metoda, která vyuţívá pohybu nabitých 
molekul v elektrickém poli. Rychlost tohoto pohybu závisí na tvaru a velikosti molekul. 
K dělení proteinů touto metodou bylo pouţito prostředí SDS (dodecylsulfát sodný), 
díky kterému dojde k denaturaci proteinů (navíc dosáhnou stejného náboje) a při 
elektroforese pak částice putují stejným směrem a dělí se na základě molekulové 
hmotnosti. V redukujícím vzorkovém pufru je navíc pro štěpení S-S můstků pouţit 2-





 standard proteinů (STD; Fermentas, Page ruler Unstained, Broad Range Protein) 
 vzorkové pufry: 
redukující (SDS 2 % (w/v), TRIS/HCl (0,063 M), glycerol 10 % (v/v), 2-
merkaptoethanol 5 % (v/v), bromfenolová modř 0,003 % (w/v); pH 6,8) 
neredukující(viz. redukující vzorkový pufr, pouze bez 2-merkaptoethanolu)  
 pufry: 
A (SDS 0,1 % (w/v), TRIS/HCl (0,375 M); pH 8,8) 
B (SDS 0,1 % (w/v), TRIS (0,125 M); pH 6,8) 
 polymerační roztoky: 
A (pufr A obohacený o akrylamid 30 % (w/v) a BIS 0,8 % (w/v) 
B (pufr B obohacený o akrylamid (30 % (w/v) a BIS 0,8 % (w/v) 
 elektrodový pufr (SDS 0,1 % (w/v), TRIS/HCl (0,025 M), glycin (0,129 M); pH 
8,3) 
 katalyzátor polymerace TEMED (N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin) 
 iniciátor polymerace APS (peroxosíran amonný) 
 barvicí lázeň CBB (Coomassie Brilliant Blue 0,25 % (w/v), kyselina octová 9,2 
% (v/v), ethanol 46 % (v/v)) 
 odbarvovací lázeň (ethanol 10 % (v/v), kyselina octová 10 % (v/v)) 
Postup: 
Nejprve byla sestavena elektroforetická aparatura s dobře utěsněnými skly, která 
byla před sestavením pečlivě očištěna a odmaštěna. Poměry sloţek polymerační směsi 
byly voleny podle poţadované hustoty gelu. Např. pro aplikaci celé protilátky a 
vaječného bílku bylo pouţito předpisu pro vyšší porozitu gelu neţ při separaci 
protilátky štěpené na jednotlivé fragmenty (viz Tab. 2, str. 28). Nejprve byl připraven 
polymerační roztok pro separační gel (sloţky B). Polymerační směs (jako poslední byl 
přidán APS jako iniciátor polymerace) byla pipetována do úzkého prostoru mezi skly a 
po dosaţení poţadované výše byla opatrně převrstvena destilovanou vodou tak, aby 
nedošlo k rozvíření hladiny. Polymerace probíhá cca třicet minut, závisí na výsledné 
porozitě a teplotě prostředí, kontrolu lze provést na zbytku polymerační směsi 
v kádince.  
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Mezitím byly vzorky v koncentraci 1 mg/ml smíchány se vzorkovým pufrem 
(1:1) v označených zkumavkách (Eppendorf) a byly vloţeny do vroucí vodní lázně na 
cca pět minut. Po vychladnutí byly centrifugovány cca dvacet vteřin kvůli případné 
kondenzaci na stěny zkumavky (ovlivnění koncentrace vzorku).  
Z hotového gelu byla odlita voda a povrch byl lehce osušen filtračním papírem. 
Mezi skla byla pipetována vrstva polymerační směsi na zaostřovací gel. Do ní byl 
vloţen hřeben na vytvoření jamek, do kterých byly po cca dvaceti minutách polymerace 
a vyjmutí hřebene naneseny analyzované vzorky a standardy. Elektrodový prostor byl 
naplněn elektrodovým pufrem a aparatura byla otevřena tak, aby mohl procházet proud. 
Poté byla vloţena do elektroforetické vany, taktéţ naplněné elektrodovým pufrem.  
Kompletní aparatura byla připojena ke zdroji a napětí bylo nastaveno na 80 V. 
Po cca třiceti minutách (vzorky překonaly zaostřovací gel) bylo napětí zvýšeno na 
130 V. Elektroforesa pak probíhala podle hustoty gelu, zastavena byla aţ čelo dosáhlo 
vzdálenosti cca 0,5 cm od spodního okraje separačního gelu (zpravidla 1,5 – 2 hodiny).  
Po odpojení byl gel opatrně vyjmut z aparatury a ponořen do barvicí lázně CBB. 
Nejdříve po jedné hodině barvení byl přemístěn do lázně odbarvovací, kde byl 
ponechán, dokud nedošlo ke zviditelnění analyzovaných vzorků a proteinů standardu 
(cca 12 hodin). 
Tab. 2: Složení polymeračních směsí. 
Typ gelu Porozita Složení 
zaostřovací 4 % 2,6 ml pufr B 
400 μl polymerační roztok B 
3 μl TEMED 
60 μl APS 
separační 10 % 5,0 ml pufr A 
2,5 ml polymerační roztok A 
7,5 μl TEMED 
75 μl APS 
separační 12 % 4,5 ml pufr A 
3,0 ml polymerační roztok A 
7,5 μl TEMED 




Pro pouţití izolované protilátky a jejích fragmentů bylo potřeba připravené 
vzorky zbavit azidu sodného, který umoţňuje dlouhodobé uchování proteinu, avšak pro 
pokus in vivo byla jeho přítomnost nepřípustná, dále také pro převedení do fyziologicky 
přirozenějšího pufru (PBS). Dialýzy bylo vyuţito také před štěpením a separací 
štěpených fragmentů.  
Použité chemikálie:  
 pufry:  
TRIS/HCl (0,01 M), NaCl (0,02 M); pH 8,6 
PBS (Na2HPO4 (0,014 M), NaCl (0,04 M); pH 7,2) 
Postup: 
 Potřebný kus dialyzační tuby byl namočen na několik minut do destilované 
vody, aby bylo moţné oddělit stěny a naplnit ho. Konec tuby byl uzavřen svorkou a 
dovnitř byl opatrně pipetován roztok protilátky. Po uzavření druhou svorkou a kontrole 
těsnosti byla tuba vloţena do nádoby s dialyzačním pufrem. Dialýza probíhala v chladu 
za stálého mírného míchání s výměnami pufru dle potřeby (zpravidla minimálně 24 
hodin).  
 
3.2.5 Štěpení izolované protilátky IgY 
Pro digesci izolované IgY na jednotlivé fragmenty byla pouţita metoda 




 dithiothreitol (DTT) 
 pufr (TRIS (50 mM), EDTA (2 mM), NaCl 0,9 % (w/v), titrováno HCl do pH 
7,4) 




Do pufru byl přidán papain (0,028 mg/ml), cystein (0,011 mg/ml), DTT (0,030 
mg/ml) a směs byla umístěna do lázně 37°C, kde za stálého míchání došlo během 
pětadvaceti minut k aktivaci enzymu. Při prvním štěpení byl ihned po přidání vzorku 
IgY (5 mg/ml) odebrán vzorek pro měření absorbance a elektroforesu. Takto byly 
odebrány vzorky i v průběhu dvaadvacetihodinové inkubace po třiceti minutách, 
šedesáti minutách, dvou, čtyřech, sedmi, patnácti a dvaadvaceti hodinách. Optimální 
vzorek byl získán po patnácti hodinách, takto tedy bylo štěpení zopakováno i s větším 
mnoţstvím IgY.  
Štěpení bylo zastaveno přídavkem jodacetamidu (15 mM). Inaktivace probíhala 
při laboratorní teplotě přibliţně hodinu a půl.  
 
3.2.6 Separace fragmentu Fab 
Fragmenty štěpené protilátky IgY byly chromatograficky separovány na 
iontoměniči DEAE – Sephacell.  
Použité chemikálie:  
 pufry:  
ekvilibrační: TRIS/HCl (10 mM; pH 8,6) 
eluční: TRIS/HCl (100 mM; pH 8,0) 
 hydroxid sodný (0,4 M) 
 chlorid sodný (1 M) 
Postup: 
Kolona s iontoměničem byla přes noc ekvilibrována pufrem TRIS/HCl (10 mM). 
Velmi opatrně byl nanesen roztok štěpené protilátky. Dále byla kolona promyta 
ekvilibračním pufrem, aby byla zbavena nezachycených fragmentů protilátky. Fab 
fragment byl eluován TRIS/HCl (100 mM) postupně byly odebírány frakce a ihned 
měřena jejich absorbance (280 nm). Frakce s dostatečně vysokou absorbancí byly 
smíchány a uchovány pro další pouţití. Kolona byla regenerována roztokem chloridu 
sodného (vymytí zbylého proteinu), roztokem hydroxidu sodného, elučním a 




3.2.7 Metoda „Western blot“ 
„Western blot“ je metoda, při které se z gelu, získaného elektroforesou, přenesou 
proteiny na membránu s vysokou afinitou k proteinům (PVDF, nitrocelulosa), 
působením elektrického proudu. Aby proteiny na membráně dále nereagovaly, je nutné 
zablokovat její volná vazebná místa. Proteiny se pak na membráně detekují primárními 
a sekundárními protilátkami, vizualizace se provádí příslušnými vyvolávacími roztoky, 
případně enzymy, které jsou přímo navázány na protilátku (např. alkalická fosfatasa).  
Použité chemikálie:  
 promývací roztok PBS-Triton (Na2HPO4 (1,8 mM), NaH2PO4 (1,0 mM), NaCl 
(0,134 M), Triton X-100 0,3 % (v/v); pH 7,2) 
 blokovací roztoky: 
BSA 3 % (w/v) v PBS-Triton 
sušené nízkotučné mléko 5% (w/v) v PBS-Triton 
 přenosový pufr (TRIS (0,025 M), glycin (0,192 M), methanol 10 % (v/v); pH 
8,3) 
 vyvolávací roztoky z komerčně dostupných tablet 
pro alkalickou fosfatasu (SigmaFast BCIP/NBT) 
pro peroxidasu (SigmaFast 3,3‘-diaminobenzidine tablets – DAB) 
Postup: 
Byla provedena elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v prostředí SDS (viz 
3.2.3) do fáze před barvením v CBB. Elektroforetický gel byl změřen a 20 minut 
inkubován v přenosovém pufru. Podle rozměrů gelu byla vystřiţena PVDF membrána a 
šest kusů filtračního papíru Whatman. Membrána byla na 30 vteřin ponořena do 
methanolu, na dalších 30 vteřin do vody a nakonec na pět minut do přenosového pufru. 
Filtrační papíry byly smočeny pouze přenosovým pufrem (v aparatuře zajišťují ochranu 
membrány a zároveň vodivost). Do aparatury pro horizontální přenos proteinů pak byly 
naskládány vrstvy: tři filtrační papíry, membrána, gel a další tři papíry. Jednotlivé 
vrstvy byly skládány tak, aby se mezi nimi netvořily vzduchové bubliny, případně byly 
vytlačeny skleněnou tyčinkou.  
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Aparatura byla připojena ke zdroji, zatíţena a spuštěna s nastavenou proudovou 
hustotou dle rozměru membrány (3,5 A na kaţdý cm
2
) na 45 minut. Po dokončení 
přenosu byly vrstvy rozebrány – gel byl vloţen do barvicí lázně CBB (viz 3.2.3), aby 
bylo ověřeno, ţe došlo k přenosu na membránu a v gelu nezůstaly ţádné proteiny. Od 
membrány byla odstřihnuta část, kde byl předpokládán STD, a tato byla vloţena na 
několik vteřin do barvicí lázně CBB a následně odbarvena v odbarvovací lázni (viz 
3.2.3). Zbývající část membrány byla vloţena do vhodného blokovacího roztoku na cca 
12 hodin. Blokace probíhala za stálého míchání v chladu.  
 
Konečná fáze se lišila podle způsobu vizualizace:  
Konkanavalinem A (ConA) 
Použité chemikálie:   
 ConA 0,05 % (w/v) v blokovacím roztoku BSA 
 peroxidasa 0,01 % v blokovacím roztoku BSA 
Postup: 
 Po dvouhodinové inkubaci s blokovacím roztokem (za stálého míchání) byla 
membrána dvakrát omyta blokovacím roztokem BSA (cca 10 ml). Další dvouhodinová 
inkubace proběhla v roztoku peroxidasy. Pak byla membrána opět promyta blokovacím 
roztokem BSA, třikrát promývacím roztokem a nakonec destilovanou vodou.  
 Vyvolání proběhlo v roztoku s DAB tabletou pro peroxidasu a bylo zastaveno 
ponořením membrány do destilované vody.  
 
Vizualizace protilátkou proti Fab 
Použité chemikálie:   
 primární protilátka proti Fab (1 μg/ml) v blokovacím roztoku mléka  
 sekundární protilátka proti kozímu IgG (0,08 μg/ml) v blokovacím roztoku 
mléka 
Membrána byla nejprve dvě hodiny inkubována v roztoku s primární protilátkou, 
poté (po dvojitém promytí v blokovacím roztoku mléka) další dvě hodiny s protilátkou 
sekundární. Další postup byl stejný, jako v předchozím popisu, jen s pouţitím 




Vizualizace protilátkou proti IgY 
Použité chemikálie:  
 primární protilátka proti IgY s konjugovanou AP 0,1 % (v/v)  
Membrána byla dvě hodiny inkubována v roztoku protilátky. Promytí a vyvolání 
proběhlo opět podle prvního způsobu, tentokrát s pouţitím blokovacího roztoku mléka a 
vyvolávací tabletou DAB pro peroxidasu.  
 
3.2.8 Zahuštění izolovaných preparátů 
Směs frakcí obsahujících Fab byla pro sníţení objemu a prekoncentraci 
zahuštěna pomocí aparatury Amikon.  
Použité chemikálie: 
 plynný dusík 
Postup: 
 Roztok obsahující protilátku byl pipetován do ultrafiltrační zkumavky na 
membránu a za stálého míchání a plynulého přívodu dusíku zahuštěn na poţadovaný 
objem. Při prvním pouţití byly jímány frakce a byla měřena jejich absorbance 
(Spektromom), pro kontrolu, zda nedochází k úniku protilátky.  
 
3.2.9 Inhalační aplikace připravených antigenů 
Skupina deseti potkanů (kmen Wistar, samci) byla při inhalaci připravených 
roztoků rozdělena do dvojic v rámci skupiny značených A a B (viz Tab. 3). Po pětidenní 
aklimatizaci byli po dobu 28 dní denně upevňování do inhalační aparatury, kde byli 
vystaveni jemné mlze tvořené ze 2 ml vzorku nebulizérem a kompresorem (PARIBOY).  
 
Tab. 3: Rozdělení potkanů pro inhalace.  
Číslo skupiny Inhalovaný roztok 
1 - 
2 PBS: 4mM Na2HPO4, 40mM NaCl; pH 7,2 
3 Fab (2,6 mg/ml) 
4 IgY (5,0 mg/ml) 




 Vzorky byly před pouţitím dialyzovány proti PBS. Po dialýze byla přeměřena 
koncentrace pouţitých proteinů a jednotlivé denní dávky (2 ml/potkan/den) byly 
sterilizovány přes mikrobiální filtr porozity 0,22 μm.  
 Ustájení bylo uskutečněno v Centru pro experimentální biomodely (1. LF UK, 
Praha). Před zahájením experimentu byla zvířata zváţena a byly provedeny odběry 
krve. Byla sestavena inhalační aparatura (viz. Obr. 4), do které byli potkani upevňováni 
tak, aby v prostoru s nebulizovaným roztokem byla pouze hlava, ale aby pro ně aplikace 
nebyla bolestivá. Kaţdé zvíře inhalovalo denně 10 minut (průtok vzorku 0,2 ml/min). 
Na konci inhalačního experimentu bylo opět provedeno váţení.  
 Experiment byl proveden dle projektu pokusu č. 31845/2008-1001 podle §11 
Vyhlášky č. 207/2004 Sb. o ochraně, chovu a vyuţití pokusných zvířat.  
 
Obr. 4: Inhalační aparatura pro podání připravených antigenů.  
 
3.2.10 Odběr experimentálního materiálu 
Pro biochemické rozbory po provedení inhalačního experimentu byly odebrány 
vzorky bronchoalveolární laváţe (BAL), krevního séra a byly vyjmuty celé plíce.  
Použité chemikálie:  
 narkotika:  Narkamon (ketamin 50 mg/ml) 
xylazin (23,3 mg/ml) 
 fyziologický roztok: KCl (2,7 mM), KH2PO4 (1,5 mM), Na2HPO4 (8,1 mM), 
NaCl (137 mM); pH 7,4 




Zvířata byla uspána a byl proveden odběr krve. Poté byla připevněna na operační 
desku tak, aby bylo moţné otevřít hrudník a odhalit tracheu a plíce. Trachea byla ve 
výši cca 1,5 cm nad plícemi nastřihnuta, byla do ní vloţena gaváţní jehla a byla 
podvázána provázkem. Po odstřihnutí trachey byla jehla s plícemi připevněna ke 
skleněné stříkačce upevněné ve stojanu. Stříkačka byla naplněna fyziologickým 
roztokem a s její pomocí byla provedena bronchoalveolární laváţ. Výplach plic byl 
proveden třikrát objemem 4 – 6 ml. Samospádem pak byly plíce naplněny formolem, 
trachea byla opět podvázána a odstřihnuta od jehly. Plíce pak byly jednotlivě uchovány 
ve formolu při 4°C.  
Plíce byly předány pro vyšetření případných patologických jevů (prof. MUDr. 
Václav Mandys, CSc., MUDr. Radim Holuša; Vinohradská nemocnice, Praha). 
Odebrané vzorky krve byly 10 minut centrifugovány (MLW, 6500 RPM). Získané 
sérum bylo rozděleno do mikrozkumavek a uchováno při -80°C. Ze vzorků BAL byla 
část odebrána pro stanovení počtu buněk a určení konkrétních typů (1 ml). Zbytek byl 
centrifugován (Hermle, 4°C, 500x g) a supernatant byl rozdělen a uchován při -80°C. 
Sediment byl nanesen na mikroskopická sklíčka.  
 
3.2.11 Imunochemická analýza odebraného séra 
Produkce protilátek proti podaným antigenům byla stanovena metodou ELISA 
(enzymová analýza – „Enzyme-linked Immunosorbent Assay“).  
Použité chemikálie:  
 PBS-ELISA (Na2HPO4 (1,8 mM), NaH2PO4 (1,0 mM), NaCl (134 mM); pH 7,2) 
 promývací roztok (Tween 20 0,1 % (v/v) v PBS-ELISA) 
 blokovací roztok (BSA 2% (w/v) v promývacím roztoku) 
 imobilizační pufr (Na2CO3 (15 mM), NaHCO3 (35 mM); pH 9,6) 
 antigeny Fab, IgY, OVA, PBS v imobilizačním pufru (4 μg/ml) 
 sekundární protilátka (kozí proti potkaní IgG + peroxidasa) v blokovacím 
roztoku (1:10000) 




Do jamek na destičce pro stanovení ELISA byly pipetovány roztoky antigenů po 
100 μl. Imobilizace probíhala přes noc při 4°C. Roztoky antigenů pak byly odlity a do 
jamek bylo pipetováno 150 μl promývacího roztoku a ponecháno do odlití 5 minut. 
Tento promývací krok byl proveden třikrát.  
 Následovala hodinová blokace míst pro nespecifické vazby (po 150 μl 
blokovacího roztoku) při 37°C. Po dalším promytí (viz výše) byla pipetována krevní 
séra (po 100 μl v ředěních 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 (ředěno PBS-ELISA). Takto byla 
destička inkubována 24 hodin při 37°C.  
 Po dvojitém promytí byl do jamek pipetován roztok sekundární protilátky (po 
100 μl) a při 37°C proběhla další hodinová inkubace. Závěrečné promytí bylo 
provedeno třikrát 5 minut, jednou 15 minut a nakonec opět třikrát 5 minut.  
 Vyvolání bylo provedeno aplikací TMB (po 100 μl). Po vzniku zabarvení bylo 
vyvolání zastaveno pomocí H2SO4 (0,5 M; po 100 μl). Absorbance jednotlivých jamek 
byla měřena při 405 nm (Tecan).  
 
3.2.12 Imunochemické stanovení cytokinů  
Produkce zánětlivých markerů (TNF-α, RANTES, IL-1β, IL-6, IL-18 a GM-
CSF) byla provedena pomocí kitu pro stanovení cytokinů a růstových faktorů (Bio-Plex, 
BioRad Laboratories). Analýza byla provedena na přístroji Bio-Plex200 (RNDr. Šárka 
Růţičková, PhD.; AV ČR).  
 Stanovované vzorky BAL a séra byly inkubovány s protilátkami proti 
stanovovaným sloţkám, které byly předem navázány na mikroskopické částice. Další 
inkubace proběhla s komplexem specifické protilátky a biotinu. Poté byl přidán 
komplex fykoerytrinu se streptavidinem, který se pak váţe na biotin z předchozího 
komplexu. Mezi jednotlivými inkubacemi bylo provedeno promytí. Hotové komplexy 
byly analyzovány klasifikačním (635 nm) a reportérovým laserem (532 nm). Pomocí 
laserů je způsobena fluorescence mikroskopických částic a lze určit konkrétní antigen 




4.1 Izolace protilátek 
Bylo ověřeno, zda obsah protilátek ve vejcích z malochovu není výrazně vyšší, neţ 
ve vejcích komerčně dostupných. Na obrázku č. 5 je ze zón 4 a 5 patrné (4 – „domácí“ 
vejce, 5 – komerční), ţe rozdíly (ani v čistotě preparátů) nejsou nijak zásadní. Toto bylo 
ověřeno i spektrofotometricky – ve vejcích z malochovu byla určena koncentrace 10 
mg/ml ţloutku, v komerčních byla tato hodnota 9 mg/ml. Protoţe tento rozdíl 
koncentrací není výrazný, byla pro přípravu zásobního roztoku pouţita vejce komerční 
(36 ks). Zóny jsou viditelně přesyceny, aby byly zřetelné kontaminanty.  
 
 
Obr. 5: Elektroforesa v 8% separačním gelu v redukujícím prostředí. Dráhy: 1 – 
sediment po centrifugaci izolované protilátky IgY; 2 – vaječný bílek; 3 – ţloutek; 4 – 
IgY z domácích vajec; 5 – IgY z komerčních vajec; STD – standard proteinů Page Ruler 
Broad Range Unstained Protein Ladder. Zóny: A – těţké řetězce; B – kontaminanty; C 




4.2 Štěpení a separace izolovaných protilátek 
Enzymatickým štěpením pomocí papainu byly získány frakce IgY: Fab 
fragmenty (44 kDa), Fc fragment (55 kDa). Štěpení bylo provedeno nejprve s malým 
mnoţstvím protilátky, aby byly optimalizovány podmínky (poměr enzym:protilátka) a 
čas štěpení. Pro přípravu zásobního roztoku Fab bylo pouţito celkem 300 mg IgY. 
Naštěpený materiál byl uchován v pufru PBS (Na2HPO4 4 mM, NaCl 40 mM; pH 7,2) 
s azidem sodným (0,02 %), takţe před separací fragmentu Fab na iontoměniči bylo 
nutné vzorek dialyzovat proti pufru Tris/HCl (10 mM), pH 8,6.  
K separaci Fab fragmentů byla vyuţita chromatografie na iontoměniči. Separace 
probíhala souběţně na několika kolonách DEAE-Sephacel o objemu cca 100 ml. 
Z naměřených absorbancí a následně vypočtených koncentrací v jímaných frakcích(po 5 
ml) byl sestaven eluční profil (Obr. 6). Eluované frakce s vyšším obsahem proteinu 
(absorpční maximum a blízké frakce) byly podrobeny elektroforetické analýze (Obr. 7, 
str. 39). Frakce s vyšším obsahem Fab byly spojeny, byla zjištěna koncentrace a 
výsledná směs byla dialyzována proti pufru PBS.  
 
 
Obr. 6: Eluční profil fragmentů Fab a Fc na koloně DEAE-Sephacel. První absorpční 
maximum (frakce č. 5)a blízké okolí odpovídá eluci Fab, druhé absorpční maximum 




Obr. 7: Elektroforesa v 10% separačním gelu a neredukujícím prostředí. 1 – směs 
štěpené protilátky (1 mg/ml); 2 – frakce č. 4 (1,5 mg/ml); 3 – frakce č. 5 (ředěno na 1 
mg/ml); dráhy 2 a 3 odpovídají frakcím fragmentů Fab – 44 kDa; 4 – frakce č. 27 (0,3 
mg/ml); 5 – frakce č. 28 (0,2 mg/ml), 6 – frakce č. 29 (0,1 mg/ml); dráhy 4 – 6 
odpovídají frakcím fragmentů Fc – 55 kDa. 
 
4.3 Western blot 
Metodou „Western Blot“ byla provedena specifická detekce protilátek IgY a 
fragmentů Fab. Pro získání optimálního výsledku bylo pouţito několik způsobů 
vyvolání. Detekce byla provedena prostřednictvím konkanavalinu A (ConA) a pomocí 





Obr. 8: Imunochemická detekce protilátek. Elektroforesa byla provedena v 10% 
separačním gelu a neredukujícím prostředí: Dráhy 1, 3, 5, 7 – IgY; dráhy 2, 4, 6, 8 – 
Fab. Dráhy 1,2; Western blot: detekce protilátkou proti IgY – dráhy 3, 4; detekce 
protilátkou proti Fab – dráhy 5, 6; detekce pomocí ConA – dráhy 7,8.  
 
4.4 Inhalační experiment 
Potkaní samci kmene Wistar s počáteční hmotností 140 – 160 g byli v průběhu 
celého experimentu průběţně váţeni. Kvůli nárůstu (na konci experimentu aţ 400 g) 
byla aparatura pro inhalace sestavena tak, aby bylo moţné v průběhu upravovat velikost 
prostoru inhalační komory. Během upevnění při inhalaci zvířata nevykazovala výrazné 
známky stresu, po celou dobu experimentu nebyly pozorovány viditelné změny jejich 
zdravotního stavu.  
V poslední fázi experimentu byli potkani uspáni intraperitoneální aplikací ketaminu 
(100 mg/kg) a xylazinu (16 mg/kg).  
 
4.5 Plicní tkáň, BAL – histologie, mikroskopie 
Potkanům byly po odběru krve vyjmuty plíce s částí trachey, v níţ byla zasunuta 
a podvázána gaváţní jehla. Plíce byly propláchnuty fyziologickým roztokem celkem 
třikrát (4 – 6 ml). V části BAL byly po centrifugaci a nátěru na sklíčko stanoveny počty 
alveolárních makrofágů (AM), lymfocytů a neutrofilů (viz Tab. 3, str. 41). 
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Tab. 3: Stanovení AM, lymfocytů a neutrofilů v BAL 
Inhalováno AM (A/B) Lymfocyty (A/B) Neutrofily (A/B) 
Fab 94/94 6/5 0/1 
IgY 97/98 3/2 0/0 
OVA 58/70 39/26 3/4 
PBS 98/55 2/45 0/0 
- 92/74 8/26 0/0 
Legenda: AM – alveolární makrofágy; jedinci označení v rámci skupiny A a B.  
 
Po odběru BAL byly plíce naplněny formolem a předány k histologickým 
vyšetřením. Byly připraveny řezy plic, které byly po obarvení (hematoxylin a eosin) 
vyšetřeny mikroskopicky (prof. MUDr. Václav Mandys, CSc., MUDr. Radim Holuša). 
Vyšetření histologických řezů neprokázala zánětlivé změny tkáně. Plicní parenchym byl 
beze změn. Alveolární makrofágy byly v běţném, v některých vzorcích mírně 
zvýšeném počtu (Obr. 9), tato zvýšení však byla minimální, neprokazovala ţádné 
patologické projevy. Některé AM ze vzorků BAL potkanů po inhalaci OVA byly 
odlišné svojí pěnitou cytoplazmou (Obr. 10, str. 42), ani to však není pro plicní funkci 
nijak ohroţující.  
 




Obr. 10: Řez potkaních plic po inhalaci OVA. (400x zvětšeno) 
 
4.6 ELISA 
Imunogenicita podaných antigenů (schopnost vyvolat produkci specifických 
protilátek) byla určena metodou ELISA. Byla měřena absorbance inkubovaných vzorků 
při 405 nm (A405) a následně hodnocena závislost naměřených hodnot na ředění 
krevního séra odebraného potkanům po inhalačním experimentu (obr. 11). 
 
 
Obr. 11: Závislost A405 na ředění séra při detekci specifických protilátek proti podaným 
antigenům. Osa x – ředění séra; jedinec A,B – dělení v rámci skupiny; • - séra po 
inhalaci Fab; • - séra po inhalaci IgY, • - séra po inhalaci OVA; • - séra po inhalaci PBS.  
43 
 
 Z grafu (Obr. 11, str. 42) je zřejmé, ţe zejména mezi ředěními 1:1 a 1:10 nejsou 
patrné rozdíly, coţ je způsobeno tím, ţe došlo k přesycení antigenu a více protilátky uţ 
se nemohlo navázat. Z obrázku č. 10 je zřejmé, ţe průměrujeme-li hodnoty u obou 
jedinců skupiny (A, B), nejvyšší reaktivitu vykazují vzorky séra potkanů inhalujících 
IgY. 
 
4.7 Měření koncentrace cytokinů 
Vliv antigenů podaných v inhalačním experimentu na vyvolání zánětu byl 
analyzován také z pohledu produkce zánětlivých cytokinů. Jejich koncentrace v séru a 
BAL byla měřena metodou Bio-Plex. Byly měřeny dva vzorky od kaţdého jedince, 
hodnoty koncentrací však kvůli velkému rozptylu nebyly průměrovány.  
TNF-α 
Zánětlivý cytokin TNF-α byl zaznamenán pouze ve vzorcích BAL. Nejvyšší 
koncentrace TNF-α byla zaznamenána ve vzorcích po inhalaci IgY, maximální 
naměřená hodnota byla 29 pg/ml. Skupina po inhalaci Fab poskytla výsledky s nejniţší 
koncentrací TNF-α, průměrně 5 pg/ml (viz Obr. 12). Vzorky séra byly pod mírou 
detekce, tedy koncentrace TNF-α byla niţší, neţ 2 pg/ml.  
 
Obr. 12: Koncentrace TNF-α v BAL. Byly stanovovány dva vzorky od kaţdého jedince. 
A, B – označení potkanů v rámci skupiny. • - BAL po inhalaci Fab; • - BAL po inhalaci 




Měřitelné koncentrace RANTES byly zaznamenány především v séru (Obr. 13), 
nejvyšší hodnoty byly tentokrát naměřeny ve vzorcích po inhalaci PBS (3727 pg/ml) a 
IgY (3397 pg/ml). Koncentrace RANTES v BAL byly přibliţně stokrát niţší. 
 
Obr. 13: Koncentrace RANTES v séru. Byly stanovovány dva vzorky od kaţdého 
jedince. A, B – označení potkanů v rámci skupiny. • - séra po inhalaci Fab; • - séra po 
inhalaci IgY, • - séra po inhalaci OVA; • - séra po inhalaci PBS. 
IL-1β 
Jediný potkan, jehoţ sérum i BAL obsahovaly výrazně zvýšenou koncentraci IL-
1β, byl jedinec A ze skupiny inhalující Fab (7125 pg/ml v séru, 2260 pg/ml v BAL). 
V laváţi potkana A inhalujícího OVA bylo naměřeno 1077 pg/ml. Koncentrace IL-1β 
v ostatních vzorcích byly srovnatelné (v séru kolem 100 pg/ml, v BAL přibliţně 200 
pg/ml). 
IL-6 
Ve vzorcích séra byl IL-6 pod hranicí detekce ve všech případech (tedy pod 
8pg/ml). Vzorky BAL poskytly různorodé hodnoty (viz Obr. 14, str. 45), v průměru 




Obr. 14: Koncentrace IL-6 v BAL. Byly stanovovány dva vzorky od kaţdého jedince. A, 
B – označení potkanů v rámci skupiny. • - BAL po inhalaci Fab; • - BAL po inhalaci 
IgY, • - BAL po inhalaci OVA; • - BAL po inhalaci PBS 
 
GM-CSF 
Vyšší koncentrace při stanovení růstového faktoru GM-CSF byly naměřeny ve 
vzorku séra potkana B po inhalaci OVA (66 pg/ml) a v BAL potkana A po inhalaci PBS 






Jak jiţ bylo uvedeno výše, cystická fibróza postihuje zejména respirační trakt 
pacientů. Zahuštěný plicní sekret pacientů s CF usnadňuje adhezi mnohých bakterií 
problematických pro toto onemocnění, zvláště Pseudomonas aeruginosa. Adherenci 
těchto bakterií jsou prokazatelně schopny ovlivnit slepičí protilátky IgY
2
. Účinek byl 
potvrzen při perorálním podání, výzkum, prezentovaný v této práci, se zabývá podáním 
inhalačním. To by mohlo zaručit vyšší efektivitu i komfort při podání. Protoţe však 
inhalace protilátek doposud nebyla vyzkoušena a protilátka IgY by svojí strukturou 
mohla být potenciálně problematickou látkou pro dýchací systém, prezentovaná studie 
in vivo se zabývá inhalačním podáním zdravým jedincům. Cílem bylo ověření, zda 
podání protilátky samotné nezpůsobí změny, jeţ by mohly vést k rozvoji zánětu. 
Hlavní výhodou pouţití slepičích protilátek pro účel pasivní imunizace je fakt, 
ţe nezpůsobují aktivaci komplementu. Protilátky IgY jsou navíc velmi dobře dostupné 
ve větším měřítku. Jak z hlediska ekonomie produkce, tak postupu izolace, jsou slepičí 
vejce výhodným zdrojem protilátek. Ze 36 vajec se podařilo získat dostatek protilátky 
pro celý experiment, po celou dobu tedy byl pouţíván stejný materiál. 
Vzhledem k potenciálně problematické sacharidové části IgY (fragment Fc, 
nejvíce antigenní)
35
, byl do inhalačního pokusu zařazen enzymaticky odštěpený 
fragment Fab. Digesce proběhla s papainem, následně byl fragment Fab purifikován na 
iontoměničové koloně (DEAE-Sephacel). Takto připravený fragment byl připraven pro 
inhalační experiment v dávkách o koncentraci 2,6 mg/ml. Elektroforézou (viz Obr. 7, 
str. 39) bylo potvrzeno, ţe určité mnoţství Fc fragmentu je přítomno i ve většině frakcí 
fragmentu Fab. V roztoku pouţívaném k inhalacím tedy nebyl pouze fragment Fab, ale 
jednalo se o frakce významně obohacené tímto fragmentem s příměsí Fc fragmentu.  
Úspěšnost při přípravě protilátky IgY a fragmentu Fab byla ověřena metodou 
„Western blot“ s pouţitím primárních protilátek proti IgY a Fab (viz Obr. 8, str. 40). 
Další inhalovanou látkou byl ovalbumin, jeţ je součástí vaječného bílku a jeho 
přítomnost je tedy pravděpodobná i v izolovaném IgY. Patří mezi potravní alergeny a 
mnohé studie se zabývají jeho účinky po inhalaci, avšak s pouţitím předchozí 
senzitizace
36
. Aby bylo moţné vyloučit jeho negativní účinky v inhalovaném IgY, byl 
inhalován samostatně v mnohonásobně vyšší koncentraci (1 %), neţ která by se dala 
47 
 
předpokládat v izolované protilátce. Tato koncentrace se podle výsledků neprokázala 
jako dost vysoká, aby dokázala vyvolat zánětlivou reakci, lze tedy říci, ţe případná 
přítomnost ve vzorku IgY je zanedbatelná. 
Protoţe všechny pouţité antigeny byly připraveny ve fyziologicky přirozeném 
pufru PBS, byl tento pufr zařazen do inhalačního experimentu jako negativní kontrola a 
zároveň potvrzení, ţe je vhodným roztokem pro přípravu preparátů pro další inhalační 
experimenty. 
Před samotným experimentem byl proveden odběr krve k přípravě kontrolních 
sér. Během inhalačního pokusu nebyly na zvířatech pozorovány ţádné viditelné změny 
zdravotního stavu. Potkani dostávali běţnou nesterilizovanou stravu bez obsahu 
vaječných sloţek, jeţ by potenciálně mohly ovlivnit výsledky. Během inhalací bylo se 
zvířaty zacházeno tak, aby byla co nejméně stresována a výsledky nebyly ovlivněny 
samotným způsobem podání testovaných látek. Pro biochemický rozbor byla v závěru 
pokusu opět odebrána krev, byla provedena bronchoalveolární laváţ (BAL) a byly 
vypreparovány celé plíce. 
Metodou ELISA byla z odebraných sér zjišťována imunogenicita podaných 
antigenů. Vzhledem k poměrně velké relativní molekulové hmotnosti (180 kDa) a 
sacharidové struktuře byla nejvyšší imunogenicita pravděpodobná u celé protilátky IgY. 
Dle trendu z grafu (viz Obr. 11, str. 42) se toto očekávání potvrdilo, tento trend však 
není výrazný.  
Z odebraných vzorků BAL byl proveden nátěr pro diferenciální odečet buněk. 
Byly zaznamenány neutrofily v laváţích po inhalaci ovalbuminu, mnoţství však nebylo 
dostatečné pro potvrzení zánětlivé reakce. Občasné mírné zmnoţení alveolárních 
makrofágů a lymfocytů v ostatních vzorcích vyvolání zánětu také nepotvrdilo (viz Tab. 
3, str. 41).  
Pro detailnější pohled na vývoj moţných patologických změn byly 
mikroskopicky zkoumány řezy plic. V některých místech byla zaznamenána lehce 
zvýšená buněčnost (viz Obr. 9, str 41) či mírná bronchiální dilatace, tedy pouze 
nevýrazné reverzibilní změny, plicní parenchym zůstal bez výraznějších změn, nebyla 
ovlivněna ani průchodnost plic. Z tohoto pohledu byly jakékoli patologické změny či 
zánět také vyloučeny. 
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Z analýzy Bio-Plex, v níţ byly stanovovány cytokiny, lze usoudit, ţe k mírným 
změnám došlo, velká část zánětlivých markerů však byla pod hladinou detekce. 
Koncentrace RANTES, systémového markeruakutního zánětu
37
, byla lehce zvýšená 
v periferii (tedy v séru), lokálně (v plicích) byl téměř neměřitelný (viz Obr. 13, str. 44). 
Naopak tomu bylo u TNF-α, jehoţ koncentrace byla zvýšená v sérech, nejvíce po 
inhalaci IgY (Obr. 12, str. 43). Protilátky IgY vyvolaly také zvýšenou koncentraci IL-6 
v BAL (Obr. 14, str. 45). Po inhalaci Fab fragmentu byl u jednoho experimentálního 
modelu výrazně zvýšen IL-1β, který v ostatních vzorcích vykazoval velmi nízké 
hodnoty. Růstový faktor GM-CSF byl ve zvýšené koncentraci zaznamenán u jedince po 
inhalaci OVA, to by mohlo znamenat počátek zánětlivé reakce. Vzhledem ke 
zvýšenému počtu lymfocytů ve vzorcích po inhalaci OVA byla předpokládána zejména 
zvýšená koncentrace IL-1β, IL-6, případně i TNF-α, jeţ jsou lymfocyty produkovány
17
. 
Toto se však potvrdilo jen částečně u jednoho ze dvou potkanů inhalujících OVA. 
 Obecně lze říci, ţe naměřené hodnoty cytokinů byly velmi různorodé vzhledem 
k biologické variabilitě i variabilitě provedení. V některých případech se koncentrace 
značně lišily i v rámci dvou duplikátů, proto nebyly hodnoty v grafech průměrovány. 
V rámci pilotního pokusu na malém počtu zvířat nelze výsledky jednoznačně popsat 
schopnost podaných antigenů vyvolat produkci zánětlivých cytokinů. 
 Prezentované výsledky potvrdily z více různých hledisek, ţe potkani kmene 
Wistar nebyli inhalací protilátek IgY, fragmentu Fab ani ovalbuminu ohroţeni, nedošlo 
k poškození plicního parenchymu ani vyvolání zánětu. Výzkum by dále měl být 





Dle prezentovaných výsledků se podařilo splnit následující cíle: 
 
 Efektivní metodou se podařilo izolovat protilátku IgY ze třiceti šesti slepičích 
vajec v celkovém mnoţství přibliţně 4000 mg.  
 Protilátka IgY byla enzymaticky štěpena na směs fragmentů, ze kterých byla 
připravena frakce fragmentů Fab purifikací na koloně DEAE-Sephacel.  
 Fragmenty Fab se ve frakci podařilo imunochemicky identifikovat metodou 
„Western Blot“ pomocí specifické protilátky.  
 Byla sestavena aparatura pro účinné inhalační podání nebulizovaných roztoků 
potkanům. 
 Potkani kmene Wistar byli po 28 dní exponováni připraveným antigenům. 
 Po ukončení inhalačního experientu byla odebrána séra, BAL a plicní tkáň pro 
stanovení produkce protilátek a případných projevů zánětu.  
 Efektivita podání (produkce protilátek) byla imunochemicky potvrzena 
stanovením ELISA.  
 Pomocí všech pouţitých metod se podařilo vyloučit akutní zánět v plicích 




Seznam použité literatury 
1:  Vávrová, V. a kol.: Cystická fibróza. Grada Publishing, a.s., Praha (2006). 
2:  Nilson, E.; Kollberg, H.; Larsson, A., Wejaker, P.; Olesen, H. V.: Good effect of 
IgY against Pseudomonas aeruginosa infection in Cystic fibrosis patients. 
Pediatr Pulmonol.2008:43, 892-899. 
3:  Bals, R.; Weiner, D. J.; Wilson, J. M.: The innate immune system in Cystic 
fibrosis lung disease. J Clin Invest.1999:103, 303-307. 
4:  Taglia, A.; Picillo, E.; D’Ambrosio, P.:Genetic counseling in Pompe disease. 
Acta Myol.2011:30, 179-181. 
5:  Murray, R. K.; Granner, D. K.; Mayes, P. A.; Rodwell, V. W.: Harper’s 
Biochemistry. Appleton&Lange, East Norwalk, Connecticut (1993). 
6:  Blythe, S. A.; Farrell, P. M.: Advances in the diagnosis and management of 
Cystic fibrosis. Clin Biochem. 1984:17, 277-283. 
7:  Paracchini, V.; Seia, M.; Raimondi, S.; Constantino, L.; Capasso, P.: Cystic 
fibrosis newborn screening: distribution of blood immunoreactive trypsinogen 
concentrations in hypertrypsinemic neonates. JIMD Rep.2012:4, 17-23. 
8: Saiman, L.: Microbiology of early CF lung disease. Paediatr Respir Rev.2004:5, 
367-369 
9: Larsson, A.; Carlander, D.: Oral immunotherapy with yolk antibodies to prevent 
infections in humus and animals. Ups J Med Sci.2003:108, 129-140 
10: http://www.textbookofbacteriology.net/pseudomonas.html 
11: Laurans, M.; Arion, A.; Fines-Guyon, M.; Regeasse, A.; Brouard, J., Leclercg, 
R.; Duhamel, J. F.: Pseudomonas aeruginosa and Cystic fibrosis: first 
colonization to chronic infection. Arch Pediatr.2006:13, 22-29. 
12: Mena, K. D.; Gerba, C. P.: Risk assessment of Pseudomonas aeruginosa in 
water. Rev Environ Contam Toxicol.2009:201, 71-115. 
13: Hoiby, N.; Pedersen, S. S.; Jensen, E. T.; Pressler, T.; Shand, G. H.; Kharazmi, 
A.; Döring, G.: Immunology of Pseudomonas aeruginosa infection in Cystic 
fibrosis. Acta Univ Carol Med (Praha).1990: 39, 16-21. 
51 
 
14: Sajjan, U.; Reisman, J.; Doig, P.; Irvin, R. T.; Forstner, G.; Forstner, J.: Binding 
of nonmucoid PA to normal human intestinal mucin and respirátory mucin from 
patients with Cystic fibrosis. J Clin Invest.1992:89, 657-665. 
15: Leonard, A.; Leal, T.; Lebecque, P.: Cystic fibrosis and Pseudomonas 
aeruginosa current and future strategies. J Pharm Belg.2007:62, 25-28. 
16: Mallory, G. B.: Inflammation in lung transplantation for CF. 
Immunosuppression and modulation of inflammation. Clin Rev Allergy 
Immunol.2002:23, 105-122 
17: Hořejší, V.; Bartůňková, J. a kol.: Základy imunologie. Triton, Praha (1998) 
18: Papadaki, H. A.; Velegraki, M.: The imunology of the Respiratory System. 
Pneumon.2007:20, 384-394. 
19: Krejsek, J.; Kopecký, O.: Klinická imunologie. Nucleus, Hradec Králové (2004). 
20: Hunninghake, G. W.; Gadek, J. E.; Kawanami, O.; Ferrans, V. J.; Crystal, R. G: 
Inflammatory and immune processes in the human lung in health and disease: 
evaluation by bronchoalveolar lavage. Am J Pathol.1979:97, 149-206. 
21: Greenberger, M. J.; Kunkel, S. L.; Strieter, R. M.; Lukacs, N. W.; Bramson, J.; 
Gauldie, J.; Standiford, T. J.: IL-12 gene therapy protects mice in lethal 
Klebsiella pneumonia. J Immunol.1996:157, 3006-3012. 
22: Borish, L.; Steinke, J. W.: Interleukin-33 in asthma: How big of a role does it 
play? Curr Allergy Asthma Rep.2011:11, 7-11. 
23: Sibille, Y.; Reynolds, H. Y.: Macrophages and polymorphonuclear neutrophils 
in lung defense and injury. Am Rev Respir Dis.1990:141, 471-501. 
24: Voet, D.; Voet, J. G.: Biochemistry. Wiley (2010) 
25: Iida, N.; Grotendorst, G. R.: Cloning and sequencing of a new gro transcript 
from activated human monocytes: expression in leukocytes and wound tissue. J 
Mol Cell Biol. 1990:10, 5596-5599. 
26: Hatta, H.; Tsuda, K.; Akachi, S.; Ebina, T.: Oral passive immunization effect of 
anti-human rotavirus IgY and its behavior against proteolytic enzymes. Biosci 
Biotechnol Biochem.1993:57, 1077-1081. 
52 
 
27: Goroff, D. K.; Finkelman, F. D.: Activation of B-cells in vivo by Fab/Fc 
fragment of a monoclonal anti-IgD antibody requires an interaction between the 
antibody fragment and a cellular IgG Fc receptor. J Immunol.1988:140, 2919-
2924. 
28: Chalghoumi, R.; Beckers, Y.; Portetele, D.; Théwis, A.: Hen egg yolk antibodies 
(IgY), production and use for passive immunization against bacterial enteric 
infections in chicken.2009:2, 295-308. 
29: Kovacs-Nolan, J.; Philips, M.; Mine, Y.: Advances in the value of eggs and egg 
components for human health. J Agric Food Chem.2005:53, 8421-8431. 
30: Fusek, M.; Vítek, L.; Blahoš, J.; Hajdúch, M.; Ruml, T. a kol.: Biologická 
léčiva: Teoretické základy a klinická praxe. Grada Publishing (2012). 
31: Cachia, P. J.; Hodges, R. S.: Synthetic Peptide Vaccine and Antibody 
Therapeutic Development: Prevention and Treatment of Pseudomonas 
aeruginosa. Pept Sci.2003:71, 141-168.  
32: Leventhal, J. R.; Su, A.; Kaufman, D. B.; Abecassis, M. I.; Stuart, F. P.; 
Anderson, B.; Fryer, J. P.: Altered infectivity of porcine endogenous retrovirus 
by „protective“ avian antibodies: implications for pig-to-human 
xenotransplantation. Transplant Proc. 2001:33,1-2. 
33: Cryz, S. J.; Furer, E.: Synthesis and characterization of a Pseudomonas 
aeruginosa algináte-toxin A conjugate vaccine. Infect Immun. 1991:59, 45-50. 
34: Akita, E. M.; Nakai, S.: Production and purification of Fab‘ fragments from 
chicken egg yolk immunoglobulin Y (IgY). J Immunol. 1993:162, 155-164. 
35: Cheung, G. L. M.; Thomas, T. M.:: Purification of antibody Fab and F(ab‘)2 
fragments using Gradiflow technology. Protein Expr Purif. 2003:32, 135-140. 
36: McMenamin, C.; Holt, P. G.: The natural immune response to inhaled soluble 
protein antigens involves major histocompatibility complex (MHC) class I-
restricted CD8+ T cell-mediated but MHC class II-restricted CD4+ T cell-
dependent immune deviation resulting in selective suppression. J Exp Med. 
1993:178, 889-899. 
37: Conti, P.; DiGiocchino, M.: MCP-1 and RANTES are mediators of acute and 
chronic inflammation. Allergy Asthma Proc. 2001:22, 133-137. 
